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Abstract 



Synthetic calibrator (A) for immunoassay comprises a carrier molecule (I) on which is coupled at least one analyte- 
specific epitope (II). Also new are immunological tests using (A). Pref. (I) is a protein or polymer, esp. bovine serum 
albumin (BSA), ferritin, alpha 1-macroglobulin, thyroglobulin, polyvinyl alcohol, polysulphonate, polyamide, polyester 
and polyether. (II) is an epitope of human CTI, esp. peptides contg. amino acids 27-40 and 69-85, partic. coupled to 
BSA. 



Data supplied from the esp@cenet database • 12 



BEST AVAILABLE COPY 



./abstract?CY=gb&LG=en&PNP=EP0752426&PN= 



This Page 



Blank (uspto) 



(19) 



J 



(12) 



Europaisches Patentamt 
European Patent Office 
Off ice europeen des brevets (11) EP 0 752 426 A2 

EUROPAISCHE PATENTANMELDUNG 



(43) Verofferrtlichungstag: 

08.01.1997 Patentblatt 1997/02 

(21) Anmeldenummer: 96110193.8 

(22) Anmeldetag: 24.06.1996 



(51) Int. CI 6 : C07K 14/47, C07K 17/02, 
C07K 17/08, G01N 33/53 



(84) Benannte Vertragsstaaten: 


(72) Erfinder: 


CH DE Fl FR GB LI SE 


• Doth, Margit, Dr. 




47800 Krefeld (DE) 


(30) Prioritat: 06.07.1995 DE 19524572 


• Petry, Christoph, Dr. 


(71) Anmelder: BAYER AG 


47800 Krefeld (DE) 


51368 Leverkusen (DE) 





(54) Synthetische Kalibratoren fur den Einsatz in Immunoassays, bestehend aus Analyten Oder 
Teilsequenzen davon, die an inerte Trdgermolekiile konjugiert sind 

(57) Die Erfindung betrifft synthetische Kalibratoren 
for immunologische Teste, wobei fur den Analyten spe- 
zifische Epitope an andere Proteine Oder an syntheti- 
sche Trager gekoppelt werden. 
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Beschreibung 

Zum Nachweis von Proteinen in Serum- oder Urin- 
proben fur medizinischdiagnostische Zwecke werden 
haufig wegen besonders guter Spezifitat und Sensitivi- 
tat Immunoassays eingesetzt. Dazu bedarf es neben 
einem oder zwei spezifischen Antikdrpern eines Kali- 
brators, der als VergleichsmaBstab zur Quantifizierung 
der Patientenproben und als Positivkontrolle benutzt 
wird. Besonders fur automatisierte Assays in groGen 
Analyselaboratorien ist die Lagerung der Kalibratoren 
bei 4°C fur mehrere Wochen bis Monate wunschens- 
wert. Diese Anforderungen an die Stabilitat der Kalibra- 
torformulierung kdnnen je nach Analyt Schwierigkeiten 
bereiten, wenn z.B. die LOslichkeit unter physiologi- 
schen Salz- und pH-Bedingungen nicht gewahrleistet 
ist. Als Beispiel seien hier Troponin I und Troponin T 
genannt, die nur in denaturierenden Losungen (6 M 
Harnstoff, 0,01 M Dithiothreitol) hinreichend stabil und 
loslich sind. Mit dieser denaturierenden Formulierung 
kann jedoch kein Immunoassay etabliert werden, da die 
Antikorper unter dieser Behandlung leiden. 

Es ist bekannt, daB Proteine in Lfisung wenig stabil 
sind und da!3 sie enthaltende Reagenzien haufig in 
gefriergetrockneter Form vertrieben werden und mit 
einem Ldsungsmittel geeigneter Zusammensetzung vor 
der Verwendung von dem Benutzer aufgelGst werden 
mussen. Wenn man die auf diese Weise erhaltenen 
Losungen bei 4°C aufbewahrt, kann man sie wahrend 
mehrerer Tage benutzen, selbst wenn die tagliche 
Bestimmung eine gewisse Veranderung der Konzentra- 
tion des Reagens zeigt. So werden im allgemeinen - 
und es wird auch im Fall von Troponin I und Troponin T 
empfohlen - die ausgehend von dem gefriergetrockne- 
ten Material erhaltenen VergleichslGsungen fur langere 
Lagerung in Einheitsdosisform einzufrieren. 

Eine Moglichkeit fur die EntwicWung eines stabilen 
Kalibrators besteht darin, das gesamte Protein oder 
Teilsequenzen an ein Tragermolekul zu konjugieren und 
so die Loslichkeit und/oder Stabilitat zu erhohen. Das 
Tragermolekul sollte dabei immunologisch nicht reaktiv, 
aber chemisch konjugationsfahig sein. 

Die vorliegende Erfindung betrifft einen syntheti- 
schen Kalibrator mit sehr guter Stabilitat fur den Einsatz 
in Immunoassays zur Bestimmung medizinisch relevan- 
ter Analyten in Blut-, Plasma-, Serum- oder Urinproben. 
Die Herstellung beinhaltet die chemische Kopplung des 
Analyten oder seiner Teilsequenzen an immunologisch 
inerte konjugierbare Tragermolekule. Die kiinstliche 
Kalibratorsubstanz liegt in physiologischen Puffern mit 
Salzkonzentrationen von 0,01 -5 M. insbesondere 0,05 
- 0,5 M und pH-Bedingungen zwischen pH 2 und 12, 
insbesondere pH 6 - 8 vor. Die Puffer kdnnen Konser- 
vierungsmittel wie z.B. Natriumazid, Proclin 150, Stabi- 
lisierungsmittel wie z.B. Rinderserumalbumin (BSA) 
Human- oder Mausserum, Mausimmunglobuline, 
andere Zusatze wie z.B. p-Mercaptoethanol, EDTA, 
oder Detergenzien wie z.B. Tween 20, Natriumdodecyl- 
sulfat (SDS), Triton X 100 enthalten. 



Die chemische Konjugation veriauft nach bekann- 
ten Methoden, die in der Literatur (S.S.Wong, Chemi- 
stry of protein conjugation and cross-linking, 1991 CRC 
Press Inc.) beschrieben sind. 

5 Cross-linking Reagenzien konnen homobifunktio- 

nal oder heterobifunktional sein. Die ersten reagieren 
mit Aminogruppen wie z.B. Glutaraldehyd mit der e-Ami- 
nogruppe des Lysin, mit Sulfhydrylgruppen wie z.B. Bis- 
maleimide oder alkylierende Agenzien, mit 

w Carboxylgruppen wie z.B. Carbodiimide in Kombination 
mit Diaminen oder mit Phenolat- und Imidazolylgruppen 
wie z.B. Diazoniumsalze, die mit aromatischen Amino- 
sauren wie Tyrosin oder Histidin reagieren. Weiterhin 
kommen heterobifunktionale Cross-linker fur eine Kopp- 

15 lung von Peptiden an Tragermolekule in Frage. Mit Ami- 
nogruppen eiherseits und Sulfhydrylgruppen 
anderersetts reagiert z.B. N-Succinimidyl-4-(N-maleimi- 
domethyl)-cyclohexan-1-carboxylat (SMCC). Mit Car- 
boxyl- und Sulfhydryk oder Aminogruppen reagieren 

20 z.B. Pyridyl-2,2'-dithiobenzyldiazoacetat (PDD) oder p- 
Nitrophenyldiazoacetat. Ein Carbonyl- und Sulfhydryl- 
gruppen bindendes Reagenz ist z.B. 1 -(Aminooxy)-4- 
{(3-nitro-2-pyridyl)dithio}butan. Sind in den fraglichen 
Proteinen, Peptiden oder im Tragermolekul keine Sulf- 
as hydrylgruppen vorhanden, konnen diese uber 2-lminot- 
hiolan-hydrochlorid (2- IT) oder ahnliche Reagenzien an 
Aminogruppen z.B. des Lysins angefugt werden. 

Das Tragermolekul kann bestehen aus Proteinen 
oder Polymeren, die konjugierbare Gruppen enthalten. 

30 Als Tragermolekul kommen vorzugsweise gro(3e Pro- 
teine (MW > 100 kD) in Frage, wie z.B. Ferritin, a r 
Macroglobulin, Thyroglobulin, bei denen im Fall eines 
Sandwich-Assays keine sterische Behinderung der bei- 
den Antikorper zu erwarten ist. Es lassen sich jedoch 

35 auch kleinere Proteine wie z.B. BSA als Tragermaterial 
benutzen. Zur Kopplung geeignete reaktive Gruppen in 
Proteinen sind z.B. Aminogruppen der Seitenketten z.B. 
in Lysin oder die Sulfhydrylgruppe des Cysteins. 

Als synthetische Tragermaterialien kommen Poly- 

40 mere wie z.B. Polyvinylalkohole, Polyacrylate, Polysul- 
fonate, aber auch Polyamide, Polyester und Polyether in 
Frage. Die Kopplung von Peptiden an diese Verbindun- 
gen erfolgt uber die entsprechenden funktionellen 
Gruppen (Hydroxy!-, Carboxyl- oder Aminogruppen). 

45 Weiterhin konnen neben Proteinen Naturstoffe wie 
Chitin als auch Chitosan oder Gelatine als Tragermate- 
rialien dienen. 

Die zu konjugierende Substanz umfaBt medizi- 
nisch-diagnostisch relevante Proteine, die entweder als 

so Ganzes oder als Teilsequenzen an den Trager gebun- 
den werden. Als Teilsequenzen kommen durch Pro- 
teasespaltung entstehende Fragmente oder 
synthetische Peptide des Ursprungsmolekuls, die mit 
Hilfe handelsublicher Synthesizer produziert werden, in 

55 Frage. Dabei kann die Anzahl der verschieden^n 
Sequenzen zwischen 1 und 20 liegen. Fur einen Sand- 
wich-Assay, d.h. unter Benutzung zweier fur den Analy- 
ten spezrfischer AntikCrper, mussen ein ausreichend 
langes oder besser zwei verschiedene Peptide an den 
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Trager gebunden werden. 

Die zu konjugierenden synthetischen Peptide k6n- 
nen durch Modifikation der Ausgangs(Analyt) sequenz 
z.B. Anfugen eines Cysteins oder Lysins eine leichtere 
Kopplung ermOglichen. Die Peptide sollten Epitope fur 5 
die Analyt-spezifischen Antikorper umfassen; das sind 
in der Regel Proteinsequenzen aus der Molekuloberf la- 
che. 

Die Erfindung betrifft insbesondere ein syntheti- 
sches KaJibratormaterial fur das cardiale Troponin I. ein w 
herzspezifisches Protein, das bei der Diagnostik des 
akuten Myokardinfarktes eine Rolle spielt. Der Kalibra- 
tor besteht aus zwei kunstiichen Peptiden dieses Analy- 
ten, die an BSA als Trager konjugiert wurden. 

Herstellung eines erf indungsgemSBen Kalibrators 

Als Tragermolekul wurde Rinderserumalbumin 
gewahlt, die Peptide des humanen cardialen Tnl hatten 
folgende Sequenzen: 20 

Peptid 1 : Aminosauren 27-40 der Tnl-Sequenz und 
Peptid 2: Aminosauren 69-85 der Tnl-Sequenz 

Am Peptid 1 wurde C-terminal ein Cystein, an Pep- 25 
tid 2 Alanin und Lysin zur Erleichterung der Konjugation 
angehangt Zur Kopplung wurde eine fur die Protein- 
konjugation bekannte Methode gewahlt (S. Yoshitake et 
al.. Eur. J. Biochem., 101, 395, 1979). Das Tragerpro- 
tein BSA wurde mit SMCC aktiviert, indem 20 mM 30 
SMCC in DMF gelOst und als 25-facher UberschuB zum 
BSA gegeben wurde. Die Mischung inkubierte 25 min 
bei 25°C. Beendet wurde die Reaklion durch Zugabe 
von 1 nm GlycinlOsung (10 min, 25°C). Die Peptide wur- 
den entweder uber die Sulfhydrylgruppe in ihrer 35 
Sequenz oder durch Einfugen einer solchen mit 2- IT an 
das aktivierte BSA gebunden. 

Zur Reinigung der Kalibratorsubstanz, d.h. Abtren- 
nung der niedermolekularen Ausgangssubstanzen 
wurde ein Gelchromatographie (Superdex 200) durch- 40 
gefuhrt. AnschlieBend erfolgte UV-spektrometrischen 
Konzentrationsbestimmung und Stabilisierung uber 0,5 
% BSA / 0,1 % Natriumazid. MOglich ist weiterhin eine 
affinitatschromatographische Reinigung uber die 
sequenzspezifischen Antikorper, die auch im Immun- 45 
oassay eingesetzt werden, oder jede andere ubliche 
Methode zur Proteinreinigung. 

Durchfuhrung der Immunoassays 

50 

1 . ELISA 

Mitdem oben genannten erfindungsgemaBen Kali- 
brator wurde nach gangigen Methoden ein Sandwich- 
ELISA durchgefuhrt, der zeigt, daG die Kalibratorsub- 55 
stanz als Ersatz fur den naturlichen Analyten eingesetzt 
werden kann. 

Auf Mikrotiterplatten (Greiner) wurde ein AntikOrper 
gegen die Sequenz 1 des Tnl, die an den kunstiichen 



Kalibrator konjugiert wurde, aufgebracht. 

AnschlieBend erfolgte die Inkubation mit dem Kali- 
brator. Als Detektionsantikorper wurde ein in Ziegen 
produzierter Antikorper gegen das 2. Peptid des Tnl, 
das an den kunstiichen Kalibrator gekoppelt war 
benutzt. Die Bindung dieses AntikOrpers an den kunstii- 
chen Kalibrator wurde nachgewiesen uber einen anti- 
Ziege-IgG Antikorper, der mit alkalischer Phosphatase 
konjugiert war. Dieses Enzym katalysiert Farbreaktio- 
nen, deren Intensitat proportional zur Menge des im 
Sandwich gebundenen Analyten ist. Mit diesem ELISA 
konnte gezeigt werden, daB das Konjugat mindestens 
24 h bei 37°C stabil ist. 

2. Automatisierter Sandwich-Assay 

Der kunstliche Kalibrator wurde auf dem automati- 
sierten Analyser Immuno 1 (Miles Diagnostics) einge- 
setzt. Das Assay-Format war ebenfalls ein Sandwich 
unter Benutzung der gleichen Antikorper wie im ELISA 
unter 1. beschrieben. Der erste Antik6rper des Sand- 
wich bindet Sequenz 1 auf dem kunstiichen Kalibrator. 
Der Antikorper ist mit FITC markiert und wird uber anti- 
FITC auf Magnetpartikeln immobilisiert. Der 2. Antikor- 
per des Sandwich trSgt alkalische Phosphatase und 
katalysiert die Farbreaktion. Die Antikorper- Inkubation 
erfolgte sequential. Auch bei diesem Testverfahren 
konnte eine der Konzentration der Kalibratorsubstanz 
proportionale Zunahme der Farbintensitat gezeigt wer- 
den. 

Patentanspruche 

1. Synthetischer Kalibrator fur Immunoassays, beste- 
hend aus einem Tragermolekul und daran gekop- 
pelt ein oder mehrere fur den Analyten spezifische 
Epitope. 

2. Synthetischer Kalibrator gemaB Anspruch 1, worin 
das Tragermolekul ein Protein oder ein Polymer ist. 

3. Synthetischer Kalibrator gemaB Anspruch 2. worin 
das Tragermolekul Rinderserumalbumin, Ferritin, 
a^Macroglobulin, Thyroglobulin oder ein Polyvinyl- 
alkohol, Polyacrylat, Polysulfonat, Polyamid, Poly- 
ester oder Polyether ist. 

4. Synthetischer Kalibrator gemaB den Anspruchen 1 
bis 3, enthaltend als Epitope Peptide des humanen 
cardialen Troponin I. 

5. Synthetischer Kalibrator gemaB den Anspruch 4, 
enthaltend die Peptide mit den Aminosauren 27-40 
und 69-85 des humanen cardialen Troponin I. 

6. Immunologischer Test, enthaltend den Kalibrator 
gemaB den Anspruchen 1 bis 5. 
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